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RESUMO 
 
O estresse crônico está associado a distúrbios cardiovasculares e metabólicos. 
A ativação crônica do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, do sistema nervoso 
simpático (SNS) e, consequentemente, do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) tem papel crucial no desenvolvimento da hipertensão e de 
doenças metabólicas. Além de presente em diferentes tecidos, já foi comprovado 
que o adipócito produz todos os elementos do SRAA, envolvendo o eixo 
adipócito-corticomedular diretamente com a obesidade. O objetivo deste 
trabalho foi caracterizar o perfil metabólico do tecido adiposo em ratos 
espontaneamente hipertensos (SHR) e o seu envolvimento com o sistema 
renina-angiotensina-aldosterona. O peso corpóreo, ingestão alimentar e hídrica, 
coleta de sangue para análises séricas e de tecidos para morfometria e FLIM 
(Fluorescence-lifetime imaging microscopy) foram realizadas na 6ª e na 15ª 
semana de vida. Os ensaios funcionais foram realizados com adipócitos 
epididimais isolados de ratos submetidos a jejum prévio de 12-16h na 15ª 
semana de vida. Os SHR apresentaram valores menores no peso corporal e na 
glicemia de jejum, além de apresentarem uma taxa basal maior de produção de 
lactato por volume de adipócitos. A estimulação por angiotensina II (AII) e o 
bloqueio de seus receptores não interferiram na produção de lactato. A 
estimulação de noradrenalina e sua combinação com AII sugere uma modulação 
e/ou competição na cascata downstream para a troca do metabolismo glicolítico 
pelo lipolítico em todas as linhagens, demonstrando que a hipolipodristrofia 
exibida em SHR não é ocasionada por nenhum distúrbio nestas vias. Além disso, 
demonstramos que o fenômeno do whitening está associado com mudanças 
ocasionadas pela idade, podendo ser moduladas pelo eixo Hipotálamo-Hipófise-
Tireóide (TRH-T3). Desta forma, o ambiente hormonal proporcionado pelo 
desenvolvimento da hipertensão pode destacar moléculas-chave que podem ser 
o caminho para o desenvolvimento de abordagens terapêuticas inovadoras para 
o tratamento de disfunções da adiposidade e hipertensão, além de esclarecer o 
entendimento sobre a relação causal entre hipolipodistrofia e hipertensão. 
Palavras Chave: Adipócitos; FLIM; glicerol; lactato; sistema renina-
angiotensina-aldosterona; SHR; UCP-1. 
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ABSTRACT 
 
Chronic stress is associated with cardiovascular and metabolic disorders. The 
chronic activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, the sympathetic 
nervous system (SNS) and, consequently, the renin-angiotensin-aldosterone 
system (RAAS) plays a crucial role in the development of hypertension and 
metabolic diseases. It has been proven that the adipocyte produces all elements 
of the RAAS, involving the adipocyte-corticomedullary axis directly to obesity. 
The objective of this study was to characterize the metabolic profile of adipose 
tissue in spontaneously hypertensive rats (SHR) and its involvement with the 
renin-angiotensin-aldosterone system. Body weight, food and water intake, blood 
collection for serum and tissue analyzes for morphometry and FLIM 
(Fluorescence-lifetime imaging microscopy) were performed at the 6th and 15th 
week of life. Functional assays were performed with epididymal isolated 
adipocytes from rats submitted to a previous fast of 12-16h in the 15th week of 
life. The SHR presented lower values for body weight and fasting blood glucose, 
in addition to presenting a higher basal rate of lactate production per adipocyte 
volume. Angiotensin II (AII) stimulation and blockade of its receptors did not 
interfere with lactate production. Norepinephrine stimulation and its combination 
with AII suggests a modulation and/or competition in the downstream cascade 
for the exchange of glycolitic to lipolytic metabolism in all strains, demonstrating 
that the hypolodystrophy exhibited by SHR is not caused by any disturbance in 
these pathways. Moreover, we demonstrated that the whitening phenomenon is 
associated with changes caused by age and can be modulated by the 
Hypothalamic-Pituitary-Thyroid (TRH-T3) axis. Thus, the hormonal environment 
provided by the development of hypertension may highlight key molecules that 
may be the pathway for the development of novel and innovative therapeutic 
approaches for the treatment of adiposity dysfunctions and hypertension, in 
addition to clarify the understanding about the causal relationship between 
hypolipodystrophy and hypertension. 
Keywords: Adipocytes; FLIM; glycerol; lactate; renin-angiotensin-aldosterone 
system; SHR; UCP-1. 
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INTRODUÇÃO 
A sobrevivência de organismos complexos depende da manutenção da 
alostase, uma condição dinâmica de equilíbrio baseada em set points (pontos de 
ajustes), onde os critérios de resposta estão em constante mudança. Diferentes 
agentes desencadeadores da resposta de estresse provocam distintos padrões 
de ativação principalmente no sistema nervoso simpático (SNS), nos hormônios 
adrenomedulares e no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) fechando a alça 
de feedback negativo. O eixo HPA está estritamente ligado à função do tecido 
adiposo tanto nas condições fisiológicas quanto nas patológicas, embora para 
muitos aspectos existam mais hipóteses do que um cenário claro (Vicennati et 
al. 2014).  
 
Fisiologia da reação ao estresse 
Os estímulos identificados como ameaça ao organismo são transmitidos 
via tronco cerebral até o córtex e em seguida ao hipotálamo, que induzirá o 
aumento na liberação do hormônio liberador de corticotropina (CRH). No 
hipotálamo, também ocorre o estímulo do eixo HPA com consequente ativação 
do SNS. Em questão de segundos a minutos, ocorre aumento nas concentrações 
circulantes de hormônio adrenocorticotrópico (ACTH), que desencadeia 
aumento na secreção na região cortical da glândula adrenal de hormônios 
esteroides como: mineralocorticoides, glicocorticoides e androgênios 
(Charmandari, Tsigos and Chrousos 2005). A ativação do SNS via ACTH na 
região medular da glândula adrenal, por sua vez, resulta em aumento nas 
concentrações circulantes de catecolaminas (Goldstein 2003). A inter-relação 
entre hipotálamo, SNS, adenohipófise, córtex e medula da adrenal foi enfatizada 
por Axelrod e Reisine, que classificaram como hormônios do estresse, além do 
ACTH e dos glicocorticoides, a adrenalina e a noradrenalina (Axelrod and 
Reisine 1984). A combinação das secreções dos eixos hipófise-adrenal e 
simpático-adrenal constituiria a resposta neuroendócrina aos estímulos 
estressores (Goldstein 2003, Sapolsky, Romero and Munck 2000). No estresse 
agudo há predomínio da ativação medular do SNS, enquanto no estresse crônico 
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a via cortical é a mais prevalente, alterando assim as concentrações e ritmicidade 
na produção hormonal. 
Os efeitos do estresse podem se manifestar em quatro domínios distintos: 
fisiológico, comportamental, experiência subjetiva e função cognitiva. Os efeitos 
fisiológicos incluem alterações no sistema neuroendócrino, sistema nervoso 
autonômico e sistema imunológico. Estes sistemas alterados evocam mudanças 
adaptativas em praticamente todo o organismo. Todas estas alterações resultam 
em diferentes respostas de ativação dos eixos HPA e SNS adrenomedular 
(Steptoe 2000).  
As catecolaminas, também presentes na alostasia e na sobrecarga 
alostática, atuam na disponibilização de energia armazenada para ser utilizada 
nas situações de ameaça à integridade física. Além de seus efeitos diretos no 
sistema cardiovascular, elas têm importante ação na ativação da produção e 
liberação de renina e consequentemente de todo o Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (SRAA). O SRAA tem como principal função 
coordenar os ajustes cardiovasculares e endócrinos para a manutenção da 
pressão arterial em longo prazo e equilíbrio hidroeletrolítico (Hökfelt 1978, 
Borghi, Sevá-Pessôa and Grassi-Kassisse 2016). 
As correlações diretas ou indiretas de distúrbios decorrentes de estresse 
agudo e crônico são grandes desafios. Assim, o estudo de distúrbios 
relacionados à reação ao estresse crônico e sobrecarga alostática em constante 
ascensão na sociedade atual, como metabólicos, cardiovasculares, autoimunes 
e na reprodução, é altamente relevante, e investigações que correlacionam dois 
ou mais destes sistemas são desafiadoras. 
 
Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona 
O SRAA, além de estar envolvido com a manutenção da pressão arterial 
em longo prazo e com o equilíbrio hidroeletrolítico, contribui para a produção de 
vasopressina e modula o tônus do sistema nervoso autonômico, mais 
especificamente o simpático (Paulis and Unger 2010). A via clássica do SRAA 
se inicia com a ativação do receptor de pró-renina, transformando a renina em 
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sua forma ativa, que cliva o angiotensinogênio em angiotensina I (AI). A AI, por 
sua vez, sofre ação da enzima conversora de angiotensina (ECA), sendo clivada 
e transformada em angiotensina II (AII). A AII é um potente agente vasoconstritor 
e induz a liberação da aldosterona no córtex da adrenal e de vasopressina, ou 
hormônio antidiurético, centralmente (Paulis and Unger 2010, Borghi et al. 2016). 
Na visão clássica do SRAA, a produção excessiva de AII, atuando no seu 
receptor AT1, é a principal responsável pela maioria dos efeitos deletérios, tais 
como hipertensão, disfunção endotelial e fibrose. Ela também é responsável pelo 
aumento da volemia e da pressão arterial devido à retenção de sódio e água 
causada pela aldosterona e hormônio antidiurético, respectivamente (Sevá 
Pessôa et al. 2013). 
Figura 1 – Esquema da ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona. 
 
A utilização de bloqueadores deste sistema tem contribuído para a 
longevidade de muitos pacientes hipertensos e contribui para o melhor 
entendimento desse sistema (Briasoulis and Bakris 2013). A síntese da AII pode 
também ser estimulada pelo ACTH, noradrenalina, endotelina e pela serotonina, 
além de ser inibida pelo peptídeo natriurético atrial e o óxido nítrico (Atlas 2007, 
El Ghorayeb, Bourdeau and Lacroix 2016). Embora a abordagem terapêutica 
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para o tratamento da hipertensão tenha avançado considerando alterações 
fisiopatológicas no SRAA, no momento, ainda há pacientes que não respondem 
de forma eficiente ao controle da hipertensão (Ikeda et al. 2014, McManus et al. 
2018). 
Desde que Engeli et al. (Engeli et al. 2003) demonstraram que o SRAA 
está localizado em muitos tecidos, incluindo o tecido adiposo, vários estudos 
surgiram para investigar o papel deste sistema na diferenciação dos adipócitos 
e na hipertensão. Neste trabalho os autores demonstraram que a 
superalimentação de roedores leva ao aumento da formação local de AII devido 
a um aumento da secreção de angiotensinogênio pelos adipócitos. A AII exerce 
efeito antilipolítico direto em adipócitos isolados pela atuação em receptores AT1 
(Chaves, Frasson and Kawashita 2011). Esta ligação gera vários sinais, com 
efeitos em segundos (via PLC e geração de IP3 e liberação de cálcio), em 
minutos (via ativação da MAPK) e em horas (via ativação da via JAK e Stat) 
(Boschmann et al. 2006b, Goossens et al. 2007, Goossens et al. 2004, Engeli et 
al. 2018). Por outro lado, Cabassii e colaboradores demonstraram em ensaios in 
vivo o efeito lipolítico da AII sistêmica por meio da ativação adrenérgica (Cabassi 
et al. 2005, Winkler et al. 2018). Complementarmente, outros trabalhos 
demonstram que os receptores AT1 e AT2 estão envolvidos na determinação do 
tamanho do adipócito (Yvan-Charvet et al. 2005, Zorad et al. 2006, Shum et al. 
2013). 
Zorad e colaboradores demonstraram que a utilização de antagonista de 
AT1 ao longo de 18 semanas em ratos Wistar-Kyoto (WKY) provocou queda de 
peso corporal e diminuição do panículo adiposo epididimal e retroperitoneal, 
diminuindo também o tamanho dos adipócitos, sem, portanto, alterar o número 
de adipócitos. A linha de investigação foi a quantificação sérica de leptina, 
adiponectina e a expressão de RNAm da adiponectina, do TNFα, e a síntese de 
ácidos graxos. Ao final do período experimental houve diminuição nos valores 
séricos de leptina e do RNAm do TNFα e na expressão do receptor de renina e 
aumento nos valores séricos e no RNAm da adiponectina, síntese de RNAm de 
ácidos graxos e aumento na expressão do RNAm do PPAR-γ epididimal e do 
receptor de AII. Estes autores demonstram a importante atividade do SRAA no 
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metabolismo do tecido adiposo, e sugerem mecanismos adicionais à inibição da 
AII (Zorad et al. 2006, Pahlavani et al. 2017). 
Outro componente do SRAA, a aldosterona, também atua em adipócitos. 
Foi descrito por diferentes investigadores uma correlação positiva entre as 
concentrações de aldosterona no plasma e a obesidade, sugerindo que uma 
secreção anormal de aldosterona contribui para o desenvolvimento desta 
doença (Briones et al. 2012, Calhoun and Sharma 2010, Dall'Asta et al. 2009). 
Os mecanismos propostos para explicar esta produção de aldosterona anormal 
envolvem principalmente o SRAA do adipócito, um efeito indireto do aumento 
dos ácidos graxos e estimulação da adrenal diretamente por adipocinas. A 
atividade estimulante de mineralocorticoide foi observada mais recentemente em 
adipócitos isolados de humanos, sugerindo um envolvimento direto, até então 
desconhecido do tecido adiposo, na regulação da pressão arterial na obesidade 
(Briones et al. 2012, Lamounier-Zepter, Ehrhart-Bornstein and Bornstein 2005, 
Faulkner, Bruder-Nascimento and Belin de Chantemèle 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Atuação dos componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona no adipócito. 
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A coexistência dessas duas patologias é frequentemente descrita na 
literatura, com muitos artigos indicando que os obesos se tornam hipertensos ou 
vice-versa. Nestes casos, o estresse crônico é comumente associado ao 
sedentarismo, associando esta hipertensão a fatores ambientais. No entanto, a 
hipertensão associada à genética, muito comum em nossa sociedade, apresenta 
relação inversa entre hipertensos e adiposidade. Nesse caso, indivíduos magros 
apresentam valores de pressão arterial mais elevados associados a altas 
concentrações lipidêmicas devido à falta de depósitos adiposos para armazenar 
os triacilglicerídeos obtidos pela dieta (Vernochet et al. 2014, Wu et al. 2016). 
 
Condições hormonais na hipertensão 
No Brasil, a hipertensão afeta 30% da população (Picon et al. 2012, Picon 
et al. 2017). Doenças cardiovasculares são as principais responsáveis pelas 
mortes no mundo e a maioria é decorrente da hipertensão (Perk et al. 2012). 
Para o estudo desta doença existem vários modelos animais que contribuem 
para gerar conhecimento e elucidar os mecanismos complexos envolvidos com 
esta doença (Bernatova 2014). Um dos modelos para o estudo da hipertensão 
são os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), que desenvolvem um quadro 
multifatorial extremamente semelhante à hipertensão essencial em humanos 
(Dornas and Silva 2011, Conceicao-Vertamatti et al. 2017, Leong, Ng and Jaarin 
2015, Pravenec et al. 2014). Este modelo foi desenvolvido por Okamoto e Aoki 
em 1963 e seu controle é denominado de Wistar-Kyoto (WKY) (Okamoto and 
Aoki 1963).  
A participação do SNS e de hormônios corticoides e mineralocorticoides 
em SHR foram descritas em condições basais já na década de 70. Sabe-se que 
o desenvolvimento da hipertensão em SHR é caracterizado pelo aumento na 
atividade simpatoadrenal que acontece entre o 1º e 3º mês de idade, que é 
seguida pelo aumento na pressão arterial (Hökfelt 1978, Judy et al. 1978, 
Kvetnansky et al. 1979). As concentrações plasmáticas de aldosterona e de 
corticosterona estão elevadas em SHR quando comparados a outras espécies 
de ratos sob condições basais (Iams, McMurthy and Wexler 1979, Sowers et al. 
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1980, Sowers et al. 1981). Entretanto, dados mais recentes do grupo de Berg 
indicam valores aumentados de catecolaminas em SHR sem, portanto, 
apresentarem diferenças significativas em relação ao seu controle WKY (Berg 
2014, Berg 2015, Berg 2016). 
Estudos demonstraram a participação do SRAA na hipertensão de ratos 
espontaneamente hipertensos principalmente seguindo protocolos 
experimentais que utilizam bloqueadores ou inibidores enzimáticos de um ou 
mais componentes desta via (Baumann et al. 2007, Berecek, Nagahama and 
Oparil 1984, Harrap et al. 1990, Klimas et al. 2012, Kristek, Malekova and 
Cacanyiova 2013, Regan, Bishop and Berecek 1997, Lezama-Martínez et al. 
2017). 
 
O tecido adiposo e as lipoatrofias 
A epidemia de obesidade intensificou esforços para compreensão dos 
mecanismos que controlam o desenvolvimento do tecido adiposo, desta forma 
estudos envolvendo a embriogênese do tecido adiposo (TA), a sua distribuição 
corporal, bem como sua regulação, são focos de várias pesquisas nos últimos 
anos (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014, Lee, Wu and Fried 2013). Sabe-
se também que o padrão de distribuição de gordura corporal é altamente variável 
entre os indivíduos e que existem diferenças importantes entre os depósitos 
regionais, alguns apresentando propriedades metabólicas mais favoráveis do 
que os outros (Ma et al. 2015, Lee et al. 2013, Sanchez-Gurmaches and Guertin 
2014, Farkas et al. 2018). 
O TA é o único tecido com potencial crescimento, praticamente ilimitado, 
em qualquer estágio da vida (Pellegrinelli, Carobbio and Vidal-Puig 2016). Ao 
mesmo tempo pode reduzir seu tamanho em situações de desnutrição e em 
programas de emagrecimento, com recidiva de recuperação de seu tamanho se 
a dieta for interrompida (MacLean et al. 2015). 
A literatura é vasta com históricos e revisões a respeito das diferentes 
funções do TA. Uma das principais funções dos adipócitos é armazenar os 
ácidos graxos durante o excedente de energia e liberá-los durante o jejum ou 
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inanição (Scherer 2006, Lelliott and Vidal-Puig 2004, Carobbio, Pellegrinelli and 
Vidal-Puig 2017). No entanto, inúmeras funções adicionais foram descritas 
trazendo o tecido adiposo para a categoria de um órgão endócrino com grande 
atividade secretora (Scherer 2006, Zhu and Scherer 2018).  
Os adipócitos interagem com outros tecidos metabolicamente ativos por 
meio da produção e liberação de fatores conhecidos como adipocinas (Cook et 
al. 1987, Zhang et al. 1994, Scherer et al. 1995, Hu, Liang and Spiegelman 1996, 
Maeda et al. 1996, Nakano et al. 1996, Scherer 2006, Zhu and Scherer 2018) e 
de citocinas pró-inflamatórias que estão presentes em baixas quantidades no 
adipócito saudável (Scherer 2006, Lin et al. 2001, McNamara and Huber 2018). 
O TA tem uma importante plasticidade (Pellegrinelli et al. 2016, Murawska-
Ciałowicz 2017) e é geralmente classificado como branco (WAT), o principal 
tecido de armazenamento de energia, ou marrom (BAT), que medeia a 
termogênese. A denominação bege/brite é caracterizada quando um específico 
fenótipo de tecido adiposo se diferencia em outro. Desta maneira, podemos 
observar o adipócito marrom adquirindo o fenótipo branco, compreendendo o 
fenômeno denominado whitening (Hill 2015, Peirce, Carobbio and Vidal-Puig 
2014) ou o adipócito branco adquirindo o fenótipo marrom, caracterizando o 
browning (Wang et al. 2016, Peirce et al. 2014, Sepa-Kishi and Ceddia 2018). 
Assim como os adipócitos uniloculares brancos presentes no WAT, os 
adipócitos multiloculares marrons presentes do BAT também acumulam e 
armazenam lipídios. No entanto, os adipócitos marrons são diferentes dos 
adipócitos brancos pela presença de grandes quantidades de UCP-1, que atua  
como um canal de próton, dissipando o gradiente  eletroquímico  de  prótons  
gerados  na  respiração  na  forma  de  calor ao invés de  formar trifosfato de 
adenosina (ATP) (Peirce et al. 2014, Cannon and Nedergaard 2004). O fato de 
a produção de calor pelo BAT ser um processo com alto gasto energético e, que 
utiliza substratos energéticos, tem duas ressalvas importantes. Em primeiro 
lugar, para evitar a hipertermia e regular o consumo de energia pelo BAT, a 
termogênese neste tecido deve ser rigorosamente controlada de modo que o 
calor seja produzido especificamente em resposta a estímulos termogênicos. Em 
segundo lugar, quando estimuladas para produzir calor, o chamado BAT ativado 
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tem um enorme impacto sobre o equilíbrio de energia, pelo menos em roedores. 
Por exemplo, camundongos alojados a temperatura ambiente de 20-22°C 
necessitariam consumir mais 60% de alimento para manter o seu peso corporal 
para compensar o aumento do gasto de energia como resultado de um aumento 
termogênico, em comparação com camundongos alojados a temperaturas 
consideradas termoneutras (30°C) (Cannon and Nedergaard 2004, van der Stelt 
et al. 2017). Por outro lado, mesmo em termoneutralidade, a ablação ou 
disfunção de BAT em roedores diminui o gasto de energia, causando o fenótipo 
de obesos (Feldmann et al. 2009, Lowell et al. 1993, Sellayah and Sikder 2014).  
Figura 3 – O tecido adiposo e suas variações. 
 
Em adição aos seus efeitos termogênicos, a ativação de BAT tem uma 
grande capacidade de absorção de glicose e de lipídios por grama de tecido, tal 
como demonstrado pela sua capacidade para normalizar a hiperglicemia e 
hiperlipidemia em modelos de rato de diabetes e de dislipidemia (Bartelt et al. 
2011, Arbeeny et al. 1995). Em linha com sua notável capacidade de oxidação 
de substrato, o BAT é ativado em roedores em resposta ao consumo de 
nutrientes em excesso, como a ingestão de dieta rica em gordura, um processo 
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conhecido como termogênese induzida por dieta (Rothwell and Stock 1983, Okla 
et al. 2017). Portanto, embora WAT seja muito superior à BAT em termos de 
massa percentual corporal, o BAT ativado é um importante contribuinte para a 
utilização de nutrientes e consequente regulação do peso corporal (Peirce et al. 
2014, Marlatt and Ravussin 2017). 
A informação de que a gordura marrom existe em humanos adultos e a 
possibilidade do aumento do gasto energético pelo tecido poder ser uma 
estratégia terapêutica para combater a obesidade incitou pesquisadores a se 
envolverem em novas vias de investigação (Sanchez-Gurmaches and Guertin 
2014). Dos estudos relacionados ao desenvolvimento do TA, partindo de seu 
precursor adulto e ancestral embrionário, emergiu um modelo de adipócitos 
marrons que se originam a partir de um precursor comum às células do músculo 
esquelético que expressam Myf5, enquanto todos os adipócitos brancos são 
originários de um precursor negativo para Myf5. Embora tal informação tenha 
proporcionado uma explicação racional para o fato de o BAT ser 
metabolicamente mais favorável do que o WAT, trabalhos recentes indicam que 
a situação é mais complexa, dada a presença de subconjuntos de adipócitos 
brancos que podem surgir a partir de precursores Myf5-Cre positivos. Desta 
forma, a identidade da célula progenitora do adipócito está em debate. A 
diferença de origem entre adipócitos poderia explicar a heterogeneidade 
metabólica entre os diferentes depósitos de gordura e como as diferentes 
distribuições de gordura influenciam particularmente em distúrbios como a 
lipoatrofia (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014). 
As lipoatrofias são distúrbios relacionados às condições anormais ou 
degenerativas dos depósitos de gordura corporal (Herranz et al. 2008, Adams et 
al. 2018). Algumas lipoatrofias presentes em distúrbios com distribuição regional 
de gordura são caracterizadas também pela expansão de alguns depósitos de 
gordura (Garg 2004, Herbst 2012, Adams et al. 2018). Entretanto, apesar de 
pouco estudada, sabe-se que a perda excessiva ou ausência de determinados 
panículos adiposos está associada a graves distúrbios como resistência à 
insulina (Gorden and Gavrilova 2003, Moitra et al. 1998, Pajvani et al. 2005), 
dislipidemias, hipertensão (Vernochet et al. 2014, Wu et al. 2016) e disfunções 
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na fertilidade, já que esta última está atrelada à queda na síntese de estrógenos 
e andrógenos pelos adipócitos (Cong et al. 2016). 
As consequências da lipoatrofia, pelo menos em parte, são devidas à 
ausência de um compartimento especializado na estocagem de lipídios em 
condições normais. Isto leva a desregulação nas concentrações séricas normais 
de triacilgliceróis e ácidos graxos livres, bem como na produção de adipocinas 
(Scherer 2006). Alguns modelos lipodistróficos já foram descritos na literatura. 
Modelos descritos por Bruce Spiegelman, Brown e Goldstein e os camundongos 
A/ZIP descritos por Vinson e Reitman, trazem informações relevantes do papel 
fisiológico do tecido adiposo (Ross, Graves and Spiegelman 1993, Shimomura 
et al. 1998, Moitra et al. 1998). Entretanto, todos estes modelos têm a 
desvantagem de serem lipoatróficos, ou seja, não apresentam depósito de 
gordura durante o desenvolvimento, o que resulta em severa resistência à 
insulina e esteatose hepática na juventude (Scherer 2006, Adams et al. 2018).  
 
SRAA e tecido adiposo - a relação cardiometabólica 
Os mineralocorticoides desempenham um importante papel na 
diferenciação de células de gordura branca e marrom. Em pré-adipócitos 
marrons, a ativação dos receptores MR aumenta a expressão de genes 
adipogênicos como LPL, PPAR-γ e aP2, induzindo acúmulo de gotículas de 
lipídios intracitoplasmáticas e promove a diferenciação celular. A aldosterona 
inibe a expressão e função UCP-1, promovendo, assim, o processo de 
diferenciação do adipócito, e impedindo a termogênese. Em pré-adipócitos 
brancos, a ativação de MR induz a proliferação celular e, posteriormente, 
desencadeia a maquinaria transcricional adipogênica, aumento na expressão de 
genes C/EBPα e PPAR-γ, com subsequente aumento intracelular de 
triacilgliceróis e expressão de adipocinas. Além disso, a ativação de MR induz a 
expressão de genes pró-inflamatórios, tais como TNF-α, IL-6 e MCP-1, 
favorecendo a infiltração de macrófagos e proporcionando as condições 
ambientais para a inflamação (Marzolla et al. 2012, Infante et al. 2017). Estes 
resultados adicionam novas informações para os fatores liberadores de 
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mineralocorticoides produzidos por adipócitos, que estimulam a esteroidogênese 
em células adrenocorticais (Ehrhart-Bornstein et al. 2004, Lamounier-Zepter et 
al. 2005, Nagase et al. 2006, Schinner et al. 2007, Infante et al. 2017). 
 Os adipócitos também produzem aldosterona, que participa na formação 
de lipídeos e na diferenciação de adipócitos. Curiosamente, a contribuição da AII 
parece ser diferente na produção de aldosterona pelo adipócito e na atividade 
liberadora de aldosterona em células adrenais, destacando um papel complexo 
da AII no eixo célula adipócito-adrenal e sua contribuição para a produção de 
aldosterona (Briones et al. 2012, Szczepanska-Sadowska, Czarzasta and 
Cudnoch-Jedrzejewska 2018). A AII produzida localmente ou sistemicamente 
regula a secreção de aldosterona a partir de adipócitos por meio da calcineurina 
e do fator nuclear das células T ativadas. Na obesidade, a superexpressão da 
aldosterona sintase (CYP11B2) promove maior produção de aldosterona. Assim, 
a aldosterona derivada dos adipócitos pode contribuir para aumentar a 
adipogênese e a hipertrofia dos adipócitos de maneira autócrina. Por outro lado, 
de maneira parácrina, tanto a aldosterona como os glicocorticoides produzidos 
por adipócitos ativam receptores MRs vasculares que participam da disfunção 
endotelial associada à obesidade (Briones et al. 2012, Kawarazaki and Fujita 
2016).  
 Desta forma, estudos têm demonstrado o envolvimento direto do tecido 
adiposo no desenvolvimento da hipertensão, por meio da produção aumentada 
de aldosterona pela glândula adrenal, que por sua vez, vai intensificar o aumento 
da pressão arterial e a disfunção endotelial seguidas de inflamação 
(Farquharson and Struthers 2002, Caprio et al. 2008, Faulkner et al. 2018). Por 
outro lado, as concentrações aumentadas de aldosterona produzidas e 
secretadas pelas células adrenocorticais, podem induzir a diferenciação, 
expansão e o processo inflamatório, sustentando a alça regulatória entre tecido 
adiposo e adrenal.  
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Função metabólica do tecido adiposo 
A unidade funcional do tecido adiposo tem sido extensamente estudada, 
considerando principalmente seu papel endócrino que ganha funções novas a 
cada dia (Lee 2018, Zhu and Scherer 2018, Schoettl, Fischer and Ussar 2018). 
Entretanto, a sua função metabólica perdeu interesse ao longo do tempo devido 
à grande inespecificidade de receptores presentes no adipócito, impedindo 
assim tratamentos direcionados e eficazes para a obesidade (Dias, Paredes and 
Ribeiro 2018). Como qualquer outro tecido, está sujeito às ações do 
envelhecimento, o que reflete em mudanças significativas em sua abundância, 
distribuição, composição celular e sinalização endócrina, além de desempenhar 
um papel central no desenvolvimento da resistência à insulina, disfunção 
metabólica e inflamação, contribuindo para a disfunção adiposa relacionada à 
idade (Palmer and Kirkland 2016, Tchkonia et al. 2010). Entretanto, há lacunas 
na literatura considerando como foco o papel metabólico do tecido adiposo.  
Durante os períodos de privação de energia, os adipócitos passam por 
uma maior taxa líquida de lipólise,  isto é, a quantidade de lipídios que será 
queimada, que pode ser definida como a hidrólise do triacilglicerol em glicerol e 
ácidos graxos livres (ou ácidos graxos não-esterificados), que são liberados na 
vasculatura para uso por outros órgãos como substratos energéticos (Duncan et 
al. 2007, Fruhbeck et al. 2014, Rydén and Arner 2017). Em tempos de 
abundância, a insulina suprime a lipólise indiretamente como resultado do 
aumento do fluxo de glicose mediado pelo transportador de glicose tipo 4 (GLUT-
4) por meio da glicólise, a via metabólica que converte a glicose em piruvato 
(Rutkowski, Stern and Scherer 2015). No entanto, uma parte deste piruvato é 
metabolizada em lactato, que sai do adipócito e medeia a inibição da lipólise 
dependente de insulina por meio de uma via autócrina do lactato (Rutkowski et 
al. 2015, Rydén and Arner 2017). 
As catecolaminas são os principais agentes lipolíticos e glicolíticos 
(Langin 2006, Rydén and Arner 2017). No entanto, AII em maior quantidade, 
estimulada ou não por catecolaminas, é o mediador endógeno responsável por 
muitos efeitos cardiovasculares adversos, como hipertensão essencial, 
disfunção endotelial e fibrose (Borghi et al. 2016). Estudos em animais e 
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humanos sugerem que a AII pode modular a lipólise, porém esses resultados 
ainda são controversos na literatura. Boschmann et al. observaram que a infusão 
de AII por microdiálise inibe a lipólise no tecido adiposo de homens e mulheres 
eutróficos (Boschmann et al. 2001, Boschmann et al. 2002). No entanto, nos 
estudos posteriores, essa informação não foi confirmada, mostrando que a AII 
estimulou a lipólise em vez de inibi-la em homens eutróficos e obesos 
(Boschmann et al. 2003, Boschmann et al. 2006a). Em contraste com este 
cenário, Goossens trabalhou com a mesma técnica em adipócitos isolados de 
humanos eutróficos e obesos e encontrou atividade antilipolítica da AII, que seria 
justificada pela ação dos receptores AT1 (Goossens et al. 2004, Goossens et al. 
2007). Esses estudos colocam a lipólise como um ponto final celular, não 
validando como a via realmente se comporta. 
Figura 4 – Lipólise e glicólise em adipócitos 
 
Os adipócitos participam ativamente na metabolização da glicose, sendo 
o grande responsável pela conversão dela em lactato, estimulado por insulina e 
catecolaminas (DiGirolamo, Newby and Lovejoy 1992, Faintrenie and Geloen 
1996, Langin 2010). Fatores como tamanho do adipócito, sensibilidade a insulina 
e índice de obesidade do indivíduo são fatores que influenciam diretamente esta 
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taxa de conversão (Crandall et al. 1983, Lovejoy et al. 1992, Ahmed et al. 2010). 
Está bem estabelecido que as concentrações de lactato no sangue aumentam 
transitoriamente durante o período pós-prandial e durante o exercício agudo em 
indivíduos não diabéticos e diabéticos, com picos durante atividade física de alta 
intensidade (Heden, Liu and Kanaley 2017). Curiosamente, indivíduos obesos 
exibiram um nível elevado de lactato plasmático durante o jejum, que é revertido 
quando o indivíduo perde peso (Jansson et al. 1994, Lovejoy et al. 1992, 
DiGirolamo et al. 1992). Em ratos, altas concentrações de glicose no sangue 
foram acompanhadas pela maior liberação de lactato e menos ácidos graxos 
pelo tecido adiposo (Ahmed et al. 2010). 
Alguns trabalhos apontam que as concentrações basais de lactato estão 
relacionados à resistência à insulina, com aumento da produção de lactato 
diretamente ligada à diminuição da sensibilidade à insulina causada pela 
destruição de receptores de insulina devido à hiperlactatemia (Consoli, Nurjhan 
and Gerich 1989, Lovejoy, Mellen and Digirolamo 1990, Chen, Varasteh and 
Reaven 1993). Entretanto, pacientes diabéticos tipo II apresentam  quadro de 
hiperlactatemia em condições de jejum e diminuição das concentrações de 
lactato após a alimentação (DiGirolamo et al. 1992, Chen et al. 1993). Esse fato 
é intrigante, pois a carga oral de glicose dos alimentos pode refletir a resistência 
à insulina, diminuindo a capacidade da insulina de estimular a utilização da 
glicose e o metabolismo do lactato (DiGirolamo et al. 1992). Entretanto, o que 
não pode ser desconsiderado é que a resistência à insulina bem como a 
obesidade são acompanhadas de hiperativação do sistema nervoso simpático 
(Scott, Melhorn and Sakai 2012, Rafacho et al. 2013). 
 
Objetivos Gerais 
Caracterizar o perfil metabólico do tecido adiposo em ratos 
espontaneamente hipertensos (SHR), Wistar-Kyoto (WKY) e Wistar (WIS) e o 
seu envolvimento com o sistema renina-angiotensina-aldosterona. 
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Objetivos Específicos 
• Investigar a relação morfométrica do adipócito e seu envolvimento 
na lactatemia em condição de jejum de adipócitos isolados de ratos 
normotensos e hipertensos; 
• Investigar a produção de glicerol e lactato em adipócitos isolados 
de WIS, WKY e SHR com angiotensina II e noradrenalina, co-
incubados ou não, na ausência ou presença de antagonistas 
seletivos dos receptores AT1 e AT2; 
• Investigar e descrever as diferenças metabólicas ao longo do 
tempo em tecido adiposo branco e marrom de ratos normotensos 
e hipertensos utilizando a relação redox pela técnica de FLIM 
(Fluorescence Lifetime Imaging) antes e depois da instalação da 
hipertensão; 
• Avaliar e descrever a presença dos fenômenos de browning e 
whitening em diferentes panículos adiposos brancos e marrom pela 
quantificação da proteína UCP-1 por Western Blot e de hormônios 
alvos do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA), Hipófise-
Hipotálamo-Tireoide (HHP) e adipocinas antes e depois da 
instalação da hipertensão. 
Para a apresentação desta tese, a metodologia e os resultados foram 
demonstrados nos manuscritos e/ou artigos gerados durante o seu 
desenvolvimento, seguindo as Normas para elaboração de teses/dissertações 
CCPG/001/2015 Art. 2º. 
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Abstract 
Background: Catecholamines and angiotensin II (AII) are potent vasoconstrictive 
agents and responsible for the hypertension. In addition, they also have metabolic 
action. AII was described to be directly involved in the dynamic balance of the 
body, such as the energy metabolism regulation of adipose tissue and the 
catecholamines are the main lipolytic and glycolytic agents in adipose tissue, 
providing glycerol and lactate as energy metabolites, respectively. Considering 
the hypolipodistrophic profile of Spontaneously Hypertensive Rats (SHR), we 
aimed to evaluate the production of glycerol and lactate induced by hypertensive 
agents in epididymal isolated adipocytes from 15-weeks-old SHR, Wistar-Kyoto 
(WKY) and Wistar rats (WIS). Methods: Adipocytes cells suspension was 
incubated with agonists (AII and noradrenaline) in a presence or not of antagonist 
(Losartan Potassium 10-4M, PD 123319 5.6 nM and co-incubation). AII (10-17M to 
10-6M) was added to adipocytes and kept in 60 min incubation. Results: AII 
receptor blockade and adipocyte stimulation by AII do not interfere in lactate 
production, although further investigations are still needed to understand how 
RAAS acts on adipocyte metabolism. Noradrenaline stimulation and its 
combination with AII increased glycerol production in all strains analyzed. On the 
other hand, the same combination caused a decrease in lactate production in 
WKY and SHR. Conclusions: These results suggest a modulation and/or 
competition of the downstream cascade of both hormones to exchange glycolytic 
for lipolytic metabolism. However, even with these phenomena, the results 
demonstrate that the hypolipodistrophy exhibited by SHR adipocytes is not due 
to any disturbance in lipolytic or glycolytic pathways. 
Keywords: adipocytes; glycerol; lactate; angiotensin; noradrenaline; SHR. 
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Introduction 
 Classically, the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) plays a 
crucial role in the equilibrium of the cardiovascular system, mainly due to the 
action of angiotensin II (AII) (1). In higher amounts, AII is responsible for many 
adverse cardiovascular effects such as hypertension, endothelial dysfunction and 
fibrosis (1). The introduction of AII-receptor blockers for type I (AT1) and II (AT2) 
have contributed to the longevity of hypertensive patients and to the 
understanding of this system (1, 2). 
 AII was described to be directly involved in the dynamic balance of the 
body, such as the energy metabolism regulation of adipose tissue. However, the 
catecholamines are the main lipolytic and glycolytic agents in adipose tissue, 
providing glycerol and lactate as energy metabolites, respectively (3-5). During 
energy deprivation, adipocytes undergoes a shift toward greater net lipolysis 
rates, which is the hydrolysis of triacylglycerol into fatty acids and glycerol that 
are released for use by other organs as energy substrates (6, 7). In times of 
abundance, insulin suppresses lipolysis and the glucose flux increase through 
GLUT-4 mediated glycolysis, the metabolic pathway that converts glucose into 
pyruvate (8, 9). However, portion of this pyruvate is metabolized to lactate, that 
exits the adipocyte and mediates insulin-dependent inhibition of lipolysis through 
an autocrine lactate loop (8, 10). 
 The spontaneously hypertensive rats (SHR) develops hypertension at 4–
6 weeks of age without any type of intervention that mimicry the essential human 
hypertension (11, 12). The hormonal background of SHR and its control, the 
Wistar-Kyoto (WKY), are quite particular. Both strains present higher tonus of 
hypothalamus adrenal axis, with consequent higher levels of stress hormones 
when compared with Wistar rats (WIS), but without difference between them. 
However, plasma AII levels are not elevated in SHR (13, 14), excluding the renin-
angiotensin-aldosterone system as the cause of hypertension in this strain. The 
WKY does not develop hypertension but exhibit the same SHR high 
catecholamines pattern (11, 15, 16). Furthermore, SHR exhibited lower weight 
and small adipocytes when compared to normotensive strains, such as WIS and 
WKY (17). This same pattern is observed when the rats are fed with high fat diet, 
which suggests an energy balance deregulation in SHR (18). Some previous 
43 
 
studies in essential hypertensive humans and SHR demonstrate that one of the 
factors associated with this kind of hypertension is the thinness and dyslipidemia, 
which would justify such phenotype (19, 20). This characteristic is also reinforced 
by the SHR adipocyte profile, characterizing the hypolipodistrophic phenotype 
(11, 13, 21). In this context, we aimed to evaluate the production of glycerol and 
lactate in isolated adipocytes from SHR, WKY and WIS with AII and 
Noradrenaline (NOR), co-incubated or not, in the absence and presence of 
selective AT1 and AT2 receptor antagonists. 
 
Methods 
Animals 
Studies were conducted using 15-week-old WIS (HanUnib:WH), 
WKY(NTacUnib:WKY) and SHR (SHR/NTacUnib) male rats (n=5/6) (Rattus 
norvegicus). All animals were provided by Multidisciplinary Center for Biological 
Research (CEMIB - UNICAMP). Animals were housed in collective cages at 22ºC 
on a 12h light-dark cycle (lights on at 06:30 a.m.) with ad libitum access to 
standard chow (Labina Purina®) and filtered water. All animal housing, care, and 
experimental procedures were approved by the Committee for Ethics in Animal 
Experimentation of the Institute of Biology (UNICAMP, 4073-1) in accordance 
with NIH guidelines. Avoiding variables related to environmental conditions, we 
performed data collection in two different semesters, with two different cohorts 
containing three rats of each strain per cage. Transparent cages were used and 
the strains were placed separated from each other to avoid behavioral influence 
by the mechanism of mirror neurons (22). All assays were performed after 
overnight fasting rats. The rats were anaesthetized with tiletamine 29 mg.kg-1 and 
zolazepam 29 mg.kg-1, i.p. (Zoletil 50® - Virbac Laboratories, Carros, France); 
and xylazine 12.88 mg.kg-1, i.p. (Anasedan® - Sespo Ind. e Com. Ltda, 
Paulínia/SP, Brazil). They were euthanized by anesthetic overdose. 
Serum analyzes 
Five mL of blood samples were collected from anesthetized rats by cardiac 
puncture. We wait 20 min to perform cardiac punction to avoid stress effects of 
manipulation (23). Plasma serum was obtained by centrifugation after 2 h at room 
temperature (10,000 rpm, 15 min, 4ºC). Serum aliquots were frozen until 
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quantification.  Serum lactate were measured through Labtest kits (Lagoa Santa, 
MG/Brazil), according manufacturer’s instructions, with some adjustments as 
described by Crege et al., 2014 (24). 
Adipose tissue images and morphometry 
The epididymal adipose tissue were removed, washed and kept in PBS at 
37°C for the qualitative cell registration of this tissue. The images were obtained 
in the National Institute of Science and Technology on Photonics Applied to Cell 
Biology (INFABIC) at the State University of Campinas, using equipment Zeiss 
LSM 780 NLO microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) using a 40x water 
immersion objective, 1.2 N.A. (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). The 
morphometry was performed as described by Borghi et al., 2019 (17). 
Adipocyte isolation  
Isolation of adipocytes was performed as described by Borghi et al. (17). 
2-5 g of epididymal adipose tissue was fragmented and digested with 1 mg/mL 
collagenase (type II, from Clostridium histoliticum), in polyethylene tubes with 6 
mL of Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRBA) containing Hepes (25 mM), 
glucose (6 mM), and bovine albumin (3%, BSA fraction V fatty-acid free), pH 7.4 
(KRBA), at 37°C with shaking (60 cycles/min) during 45 min. The isolated fat cells 
were filtered through a nylon mesh and washed 3 times with 6 mL KRBA buffer 
(3% BSA). The final volume of cellular suspension was adjusted to 50 mL with 
KRBA buffer (3% BSA). 100 µL of cellular suspension were adjusted with KRBA 
to a 10% suspension: 10 µL of this suspension were transferred to a Mallassez 
chamber for adipocytes counting through light microscopy. 70,000 to 200,000 
cells were incubated with gentle shaking (60 cycles/min) in vials containing KRBA 
following the pharmacological assay described below. 
Pharmacological assay 
Adipocytes cells suspensions were incubating with agonists in a presence 
or not of antagonist. Angiotensin II (10-17M to 10-6M) or Noradrenaline (10-10M to 
10-4M) was added to adipocytes and kept in 60 min incubation. When co-
incubated, Noradrenaline (10-10M to 10-4M) was performed in a fixed Angiotensin 
II 10-7M. These assays were performed with pre-incubation of 45 min with or 
without antagonists. The antagonists used were: Losartan Potassium 10-4M (AT1 
receptor antagonist (25)) and PD 123319 5.6 nM (AT2 receptor antagonist (25)) 
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for 60 min. A third protocol performed a co-incubation of AT1 and AT2 blockers, 
i.e. combination of Losartan and PD 123319.  
At the end of pharmacological assay, total time 105 min, the tubes were 
placed in an ice bath and the adipocytes were removed by aspiration. The 
infranatant samples were frozen and, in a different day, were used to glycerol and 
lactate assays, as respectively indicator of lipolysis and glycolysis. Basal results 
were determined in tubes containing the cellular suspension without agonists 
(with or without antagonists). The experiments were performed in different days, 
with one rat per day, and each pharmacological point in triplicate when possible. 
In the same week were performed assays from epididymal isolated adipocytes of 
WIS, WKY and SHR rats.  
Lipolysis investigation 
Glycerol was investigated in infranatant. Lipolysis, basal and stimulates, 
induced by NOR (10-10–10-4M) and AII (10-11–10-5M) were evaluated in glycerol 
released by adipocytes. The glycerol quantification was performed by kits from 
Laborclin (Pinhais, PR/Brazil), according manufacturer’s instructions, with some 
adjustments as described by Crege et al. (24). The assay curve was performed 
in KRBA solution. All the results were adjusted per million cells of 60 min of 
agonist stimulation and in a basal condition, without agonist and then adjusted to 
area of adipocytes as described by Borghi et al. (17). The results are expressed 
in nmol/mm2.60min. 
Glycolysis investigation 
Lactate was investigated in infranatant. Basal and stimulated glycolysis 
was evaluated in lactate released by adipocytes. The lactate quantification was 
performed by kits from Labtest (Lagoa Santa, MG/Brazil), according 
manufacturer’s instructions, with some adjustments as described by Crege et al. 
(24). The assay curve was performed in KRBA solution. All the results were 
adjusted per million cells of 60 min of agonist stimulation and in a basal condition, 
without agonist and then adjusted to area of adipocytes as described by as 
described by Borghi et al. (17). The results are expressed in nmol/mm2.60min. 
Statistical analysis 
The values are presented as means ± SEM with the number of 
experiments (n) performed in triplicate or duplicate in different days. The 
46 
 
normality was confirmed by Shapiro-Wilk test and then we performed Student’s 
t-test for parametric and Mann-Whitney for nonparametric data. All statistical 
analysis was done with GraphPad Prism version 8.00 (GraphPad Software, San 
Diego, California, USA). Differences were considered significant for p<0.05. EC50 
values (half maximal effective concentration) are expressed as pD2 (-log EC50), 
Rmax and Rmin for glycolysis and lipolysis. These data were calculated by 
GraphPad Prism version 8.00 considering the responses induced by co-
incubated agonists or not, in the presence and absence of the AT1 and/or AT2 
blockers. 
 
Results 
Morphometry 
The WKY adipocytes from epididymal fat pad were visually larger when 
compared to its control (WIS) and SHR, which exhibited smaller adipocytes when 
compared to its normotensive control (WKY) (Figure 1). 
Basal conditions of isolated adipocytes 
Basal lipolysis was evaluated by analyzing glycerol production by isolated 
adipocytes. There were no significantly differences between basal lipolytic 
responses of isolated adipocytes from the three different rat strains. A blockade 
in AT1 and AT2 (LOS+PD) activity in WIS and in AT2 (PD) activity in SHR 
inhibited the basal glycerol production when compared with the adipocyte without 
stimulus or blockers. Between groups, we observed a decrease in glycerol 
production when AT1 (LOS) activity was blockade in WKY when compared to its 
control WIS, and an increase on SHR response when compared with WKY 
(Figure 2A-C). 
Basal glycolysis was evaluated by analyzing lactate production by isolated 
adipocytes. The basal lactate production was higher in isolated adipocytes from 
SHR rats and no differences were observed between WIS and WKY adipocytes. 
The basal lactate levels were not affected by the blockade of AT receptors. 
Nevertheless, WIS exhibits a non-significant increase in basal lactate production 
when AT1 (LOS) activity was blockade and WKY when AT2 (PD) and the co-
incubation (LOS+PD) were used. On the other hand, SHR exhibited a mild non-
significant decrease in basal lactate production in presence of blockers, isolated 
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or co-incubated. This result showed that the highest basal lactate production in 
this strain was nullified in the presence of antagonists (Figure 2D-F). 
Angiotensin II-induced lipolysis and glycolysis 
The AII-induced glycerol and lactate production in isolated adipocytes from 
WIS was not affected by AT1 and AT2 blockade (Figures 3A-F), however there 
was a significant decrease in the presence of the associated blockers at 10-8M 
concentration (Figure 3C). The AII-induced glycerol and lactate production in 
isolate WKY adipocytes was also not affected by the AT1 and AT2 blockade, 
although the biphasic curve showed a non-significant upward vertical 
displacement in the presence of AT1 blocker (Figure 4A-C/E). The SHR AII-
induced glycerol production in isolated adipocytes was significantly decreased by 
AT2 and AT1 + AT2 blockers at AII 10-7M concentration (Figures 5 A-C). Lactate 
production was not significantly affected by the blockade of isolated or associated 
AT1 and AT2 receptors (Figure 5D-F). 
The values of Rmin, Rmax and pD2 values of all these upper data showed no 
significantly differences under AT blockers conditions (Table 1). The AUC for 
glycerol production stimulated by AII in WKY isolated adipocytes was significantly 
lower when compared with WIS isolated adipocytes, however the same stimulus 
for SHR isolated adipocytes induced higher AUC glycerol production when 
compared with WKY data. The AT blockers did not alter the response induced by 
AII in WKY isolated adipocytes, however attenuated the response in SHR isolated 
adipocytes (Table 2). No significantly differences where identified in AUC lactate 
values for AII stimulus in adipocytes from WIS, WKY or SHR rats (Table 2). 
Comparison between different agonists and strains 
Figure 6 illustrates lipolysis and glycolysis of adipocytes isolated from rats 
of different strains against stimuli from NOR or AII agonists isolated or co-
incubated with fixed AII concentration at 10-7M. Nor induced significant increase 
in glycerol production (full symbols) from 10-7M for WIS, WKY and SHR (Figure 
6 A/D/G). The isolated adipocytes from WKY rats exhibited lower glycerol values 
in presence of AII when compared to those from WIS or SHR, respectively 
(Figures 6B/E/H - full symbols). The lactate production was also not altered in this 
NOR concentration range and the presence of AII did not cause significant 
alterations in this phenomenon (Figures 6B/C/E/F/H/I – empty symbols). There 
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were no differences in amount of lactate production by isolated adipocytes when 
the stimulus was AII (Figures 6 A/D/G - empty symbols). This same behavior was 
verified in the combination of AII and NOR (Figures 6 C/F/ I).  
There were no significant differences in Rmin and Rmax values for NOR-
induced lipolysis or glycolysis alone or combined with AII 10-7M (Table 1). The 
sensitivity of isolated adipocytes to different agonists was evaluated by pD2 
analysis, which demonstrated that lactate production by isolated SHR adipocytes 
were more sensitive to NOR. The AII and NOR co-incubation caused significant 
decrease in NOR sensitivity in WIS and SHR adipocytes for lactate production. 
The sensitivity for glycerol production was not significantly altered (Table 1). The 
analysis of these results in area under the curve (AUC) showed no significant 
differences (Table 2). 
 
Discussion  
Stress is the nonspecific response of the body to any demand upon it  and 
its response is composed by two major axis: the hypothalamic-pituitary-adrenal 
(HPA) axis and sympathetic nervous system (SNS), that are triggered by stressor 
stimuli to restore allostasis (26, 27). The HPA axis is the major stress system in 
the body, which is involved in the production of the stress hormone cortisol by the 
adrenal glands, a glucocorticoid that affected the glucose and fat metabolism (28, 
29). The SNS activation increases the circulating catecholamine concentrations, 
which are considered as master regulators of lipolysis, and stimulates renin 
release from juxtaglomerular cells, activating the renin-angiotensin-aldosterone 
system (RAAS) (30, 31), that is the most important regulator of renal and 
cardiovascular function and it plays a main role in the equilibrium of the 
cardiovascular system (1). However, this system can also interfere with 
adipocytes metabolism, which are considered important agents in body energy 
production, including participation in glycolytic balance, through lactate 
production (1, 5, 32). 
The literature points that enlargement of fat cells may be one of the 
contributors to the increase of basal glycolysis (31). However, even with the larger 
adipocytes, WKY did not exhibit higher basal lactate production (5, 33). On the 
other hand, despite the smaller adipocytes, SHR presents higher basal 
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lactatogenesis, which may be associated with hyperinsulinemia, α2 receptor 
density and/or increased activity and concentration of lactate dehydrogenase 
(LDH) (34-36). This phenomenon is validated by the hyperlactatemia presented 
by SHR as reported in Borghi et al. (17). 
The expression of all mediators of the renin–angiotensin-aldosterone 
system in adipose tissue validates the lactate production by intrinsic stimulus in 
isolated adipocytes from our assays, although not significant, different responses 
were observed when AT receptor blockade was performed. The AT1 and AT2 
have opposite effects in hypertension and mainly in the metabolism control, which 
AT2 activation lead an upregulation of adipose tissue lipogenesis and AT1 leads 
a downregulation of lipolysis (1, 37, 38). Both of these receptors are G-protein-
coupled receptors and the activation triggers a number of intracellular signal 
transduction pathways, such as G-protein-mediated (Gq and Gi), JAK/STAT, and 
MAPK or ERK intracellular signaling cascades and many of the classical roles of 
the RAAS have been attributed to the activation of one or more of these signaling 
cascades(39). The ratio of AT1 to AT2 receptors was approximately 1 to 1 in 
WKY and 3 to 1 in SHR (40). This may also occur in adipose tissue and could 
justify possible differences in blockade sensitivity of these receptors. 
In presence of agonist, we notice different responses in increasing 
concentrations of AII. The strains exhibit different behaviors, pointing to 
antagonistic functions for AII. The RAAS blockers in isolated fat cells did not 
demonstrate relevant effects on glycolytic activity. 
Catecholamines are the main endogenous lipolytic agent and act by 
stimulating different adrenoceptor subtypes (β1–3 and α1, 2) to initiate the 
degradation of triacylglycerol into fatty acids and glycerol, that are linked to G-
proteins (41). β-adrenoceptors coupled stimulatory G (Gs) proteins activate 
adenylate cyclase (AC), resulting in an increase in cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP) (42). This activates the protein kinase A (PKA) complex, 
leading to the phosphorylation of hormone-sensitive lipase (HSL) and perilipin, a 
protein on the surface of lipid droplets in adipocytes (42). As a positive control, 
noradrenaline stimulated glycerol production in isolated adipocytes from all 
strains at 10-7M, which corroborates with the literature (43). 
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The modulation of lipolysis by AII was not validated in this study, but the 
combination with norepinephrine showed increased lipolytic activity in all strains 
and also decreased glycolytic activity in WKY and SHR strains. There are 
controversies about what would be the action of AII on lipolytic modulation in the 
literature. Some authors have observed inhibitory action of AII on lipolysis in 
eutrophic humans and isolated adipocytes (44-46) while other studies have 
addressed lipolysis stimulation in obese and eutrophic individuals by AII (47, 48). 
Although its isolated action has not yet been verified, the combination with other 
catecholamines, such as norepinephrine, it may have a lipolytic effect. 
Our results confirmed an improvement in the regulation of lactate 
production by NOR, which was observed in SHR, indicating an increase in 
production under this stimulation, as observed in SHR (3). However, increased 
glycerol and decreased lactate production on combined action of AII and NOR 
point to a shift from glycolytic to lipolytic metabolism. This phenomenon may be 
associated with the combination of NOR on adrenergic receptors or by AII 
blockade on AT1 receptors that are already associated with antilipolytic activity 
(1, 41). Another hypothesis would be that the lipolysis inhibition pathway by 
lactate could be compromised, since lactate concentrations are lower, which 
would also justify the increase of lipolysis in these conditions (49). 
 
Conclusion 
Angiotensin II receptor blockade and adipocyte stimulation by AII do not 
interfere in lactate production. Noradrenaline stimulation and its combination with 
AII increased glycerol production in all strains analyzed. On the other hand, the 
same combination caused a decrease in lactate production in WKY and SHR. 
These results suggest a modulation and/or competition of the downstream 
cascade of both hormones to exchange glycolytic for lipolytic metabolism. 
However, even with these phenomena, the results demonstrate that the 
hypolipodistrophy exhibited by SHR adipocytes is not due to any disturbance in 
lipolytic or glycolytic pathways. 
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Tables 
Table 1 – Minimum response (RMin), maximum response (RMax) and pD2 values 
of lactate and glycerol production under the stimulus of NOR, AII and NOR+AII 
for isolated adipocytes of  WIS, WKY and SHR rats (nmol/mm2.60min). 
    Glycerol     Lactate   
 Rmin Rmax pD2 Rmin Rmax pD2 
AII       
WIS 0.1136+0.01956 0.1958+0.04377 8.323+0.6355 0.1784±0.0203 0.2192±0.0341 -8.201±0.9014 
WKY 0.0744+0.02468 0.1126+0.02977 8.091+0.5008 0.1816±0.0214 0.2804±0.0551 -9.173±0.6603 
SHR 0.1489+0.03322 0.2119+0.05255 8.483+0.5543 0.2013±0.0247 0.2270±0.0281 -8.726±0.9669 
NOR       
WIS 0.1278+0.2253 0.395+0.03569 6.599+0.1653 0.1649±0.0162 0.2063±0.0106 -6.547±0.6712 
WKY 0.0999+0.01868 0.3657+0.05286 6.746+0.1417 0.1592±0.0409 0.3095±0.0547 -5.526±0.5918 
SHR 0.1493+0.02097 0.5029+0.1265 7.013+0.4123 0.2035±0.0213 0.2837±0.0195 -9.203±0.8297* 
NOR+AII       
WIS 0.1769+0.0509 0.3757+0.1177 7.412+0.384 0.0487±0.0799 0.1835±0.0219 -4.520±0.6382# 
WKY 0.0858+0.0201 0.3217+0.1066 6.821+0.107 0.1957±0.0305 0.2362±0.0245 -6.839±0.9600 
SHR 0.1184+0.0175 0.4445+0.102 7.042+0.133 0.0744±0.0828 0.2310±0.0217 -4.778±0.196# 
 
Data are presented as mean ± SEM (n=4-6). *p<0.05 compared between strains 
in the same agonist; #p<0.05 compared to AII versus NOR+AII. Unpaired t test 
with Welch's correction and Mann Whitney test, when appropriated. 
58 
 
Table 2 - Area under curve (nmol/mm2.60min) of lipolytic and glycolytic response 
of isolated adipocytes from epididymal fat pads of different strains rats.  
 
AUC  WIS WKY SHR 
Glycerol 
AII 0.7411±0.1101 0.4761±0.0806* 0.8218±0.1033* 
AII+LOS 0.6012±0.1310 0.6409±0.1067 0.5098±0.0764# 
AII+PD 0.6363±0.1571 0.6072±0.1232 0.5408±0.0514# 
AII+LOS+PD 0.6550±0.1212 0.6530±0.1502 0.6295±0.0215# 
NE 1.6250±0.2135 1.2220±0.1739 1.7380±0.3341 
AII+NOR 1.6580±0.3658 1.2960±0.2594 1.6710+0.3415 
Lactate 
AII 0.3250±0.0352 0.3639±0.0264 0.4125±0.0561 
AII+LOS 0.2800±0.0354 0.3121±0.3783 0.3234±0.0399 
AII+PD 0.2651±0.0426 0.4596±0.0401 0.3680±0.0207 
AII+LOS+PD 0.2509±0.0517 0.3682±0.0383 0.3240±0.0442 
NE 0.2811±0.0518 0.4553±0.0632 0.3819±0.0646 
AII+NOR 0.3311±0.0504 0.5571±0.0933 0.4059±0.0555 
     
Glycerol or lactate production in presence of angiotensin II (AII) alone or 
combined with AT blockers: Losartan 10-4M (AT1; LOS), PD 123319 5.6nM (AT2; 
PD) and co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2) and Noradrenaline (NOR) alone 
or combined with AII (AII+NOR) for WIS, WKY and SHR. Adipocytes were 
incubated at 37°C and lipolysis was evaluated throughout glycerol and glycolysis 
throughout lactate released in the medium. Data are reported as the mean ± SEM 
(n=4-6). *p<0.05 compared between strains in the same agonist; #p<0.05 
compared the same strain in the same agonist. Unpaired t test with Welch's 
correction and Mann Whitney test, when appropriated. 
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Figures 
 
 
Figure 1 – Image of adipocytes from epididymal adipose tissue of WIS, WKY and 
SHR 15-week-old rats using a 40x water immersion objective. 
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Figure 2 – Basal lipolytic and glycolytic response of isolated adipocytes from 
epididymal fat pads of different strains rats. Basal production of glycerol (BASAL) 
or with AT blockers: Losartan 10-4M (AT1; LOS), PD 123319 5.6nM (AT2; PD) 
and co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2) for (A) WIS, (B) WKY and (C) SHR. 
Basal production of lactate (BASAL) or with AT blockers: Losartan 10-4M (AT1; 
LOS), PD 123319 5.6nM (AT2; PD) and co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2) 
for (D) WIS, (E) WKY and (F) SHR.  Adipocytes were incubated at 37°C and 
lipolysis was evaluated throughout glycerol and glycolysis throughout lactate 
released in the medium. Data are reported as the mean ± SEM (n=5-6). *p<0.05 
basal vs AT blocker in the same strain; #p<0.05 for same blocker between strains. 
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Figure 3 – WIS metabolic response of isolated epididymal fat cells incubated 
without (AII) or with AT blockers. Lipolytic response with: (A) Losartan 10-4M 
(AT1; LOS), (B) PD 123319 5,6nM (AT2; PD) and (C) co-incubation (LOS+PD; 
AT1 and AT2). Glycolytic response with: D) Losartan 10-4M (AT1; LOS), (E) PD 
123319 5,6nM (AT2; PD) and (F) co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2). 
Adipocytes were incubated at 37°C. Lipolysis was evaluated throughout glycerol 
and glycolysis throughout lactate released in the medium. Data are reported as 
the mean ± SEM (n=5-6). *p<0.05 blocker vs basal.   
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Figure 4 – WKY metabolic response of isolated epididymal fat cells incubated 
without (AII) or with AT blockers. Lipolytic response with: (A) Losartan 10-4M 
(AT1; LOS), (B) PD 123319 5,6nM (AT2; PD) and (C) co-incubation (LOS+PD; 
AT1 and AT2). Glycolytic response with: D) Losartan 10-4M (AT1; LOS), (E) PD 
123319 5,6nM (AT2; PD) and (F) co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2). 
Adipocytes were incubated at 37°C. Lipolysis was evaluated throughout glycerol 
and glycolysis throughout lactate released in the medium. Data are reported as 
the mean ± SEM (n=5-6).   
63 
 
Figure 5 – SHR metabolic response of isolated epididymal fat cells incubated 
without (AII) or with AT blockers. Lipolytic response with: (A) Losartan 10-4M 
(AT1; LOS), (B) PD 123319 5,6nM (AT2; PD) and (C) co-incubation (LOS+PD; 
AT1 and AT2). Glycolytic response with: D) Losartan 10-4M (AT1; LOS), (E) PD 
123319 5,6nM (AT2; PD) and (F) co-incubation (LOS+PD; AT1 and AT2). 
Adipocytes were incubated at 37°C. Lipolysis was evaluated throughout glycerol 
and glycolysis throughout lactate released in the medium. Data are reported as 
the mean ± SEM (n=5-6). *p<0.05 blocker vs basal.   
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Figure 6 – Lipolytic and glycolytic response of isolated epididymal fat cells 
incubated with increasing concentrations of Angiotensin II (AII), Noradrenaline 
(NOR) and co-incubation AII, 10-7M + NOR for: (A-C): WIS, (D-F): WKY and (G-
I): SHR. Adipocytes were incubated at 37°C. Lipolysis was evaluated throughout 
glycerol released in the medium and glycolysis throughout lactate release in the 
medium. Data are reported as the mean ± SEM (n=5-6). 
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Appendix A. Supplementary data 
 
Supplementary Figure 1 – Optical readouts of epididymal white adipose tissue (eWAT) 
for WIS, WKY and SHR. A) Representative maps of redox ratio at 6 weeks of age; B) 
Representative maps of redox ratio at 15 weeks of age; C) Means and SEMs of redox 
ratio at 6th and 15th week of age. *p<0.05 compared to control in the same age (WIS vs. 
WKY; WKY vs. SHR); #p<0.05 compared between strains over the time. WIS = Wistar; 
WKY = Wistar-Kyoto; SHR = Spontaneously Hypertensive Rats. 
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Supplementary Figure 2 – Optical readouts of mesenteric white adipose tissue (mWAT) 
for WIS, WKY and SHR. A) Representative maps of redox ratio at 6 weeks of age; B) 
Representative maps of redox ratio at 15 weeks of age; C) Means and SEMs of redox 
ratio at 6th and 15th week of age. #p<0.05 compared between strains over the time. WIS 
= Wistar; WKY = Wistar-Kyoto; SHR = Spontaneously Hypertensive Rats. 
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Supplementary Figure 3 – Optical readouts of retroperitoneal white adipose tissue 
(rWAT) for WIS, WKY and SHR. A) Representative maps of redox ratio at 6 weeks of 
age; B) Representative maps of redox ratio at 15 weeks of age; C) Means and SEMs of 
redox ratio at 6th and 15th week of age. *p<0.05 compared to control in the same age 
(WIS vs. WKY; WKY vs. SHR); #p<0.05 compared between strains over the time. WIS = 
Wistar; WKY = Wistar-Kyoto; SHR = Spontaneously Hypertensive Rats. 
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Supplementary Figure 4 – Full-length blots/gels from BAT for WIS, WKY and SHR. A) 
UCP-1 at 6 weeks of age; B) UCP-1 at 15 weeks of age; C) α-tubulin at 6 weeks of age; 
D) α-tubulin at 15 weeks of age. WIS = Wistar; WKY = Wistar-Kyoto; SHR = 
Spontaneously Hypertensive Rats. 
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Supplementary Figure 5 – Full-length blots/gels from iWAT for WIS, WKY and SHR. A) 
UCP-1 at 6 weeks of age; B) UCP-1 at 15 weeks of age; C) α-tubulin at 6 weeks of age; 
D) α-tubulin at 15 weeks of age. WIS = Wistar; WKY = Wistar-Kyoto; SHR = 
Spontaneously Hypertensive Rats. 
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CONCLUSÃO 
 O presente estudo descreve diferenças intrínsecas no perfil adiposo 
relacionadas à instalação da hipertensão ao longo do tempo. A tendência natural 
dos panículos adiposos é diminuir a sua atividade metabólica com o tempo, 
aumentando a sua relação redox. Com este trabalho, foi demonstrado que o 
ambiente hipertensivo vivenciado pelo SHR retardou este processo quando 
comparado aos controles normotensos, destacando o eixo TRH-T3 como 
possível modulador deste fenômeno e da hipolipodistrofia observada nestes 
animais. Além disso, em nossas condições experimentais não observamos 
influência relevante da AII na atividade lipolítica e/ou glicolítica de adipócitos 
isolados.  
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